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本論文中で使用した略語の一覧 
 
ACAT: Acyl-CoA cholesterol acyltransferase 
ACS: Acyl-CoA synthetase 
AGPAT: acylglycerol -3-phosphate O-acyltransferase 
Acyl-CoA: Acyl coenzyme A 
BSA: bovine serum albumin 
cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 
cPLA2: cytosolic phospholipase A2 
DAG: diacylglycerol 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium 
EDTA: ethulenediaminetetraacetic acid 
FCS: fetal calf serum 
GAPDH: glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase 
GPAT: glycerol-3-phosphate acyltransferase 
HT: hetero type 
iPLA1: intracellular phospholipase A1 
KD: knockdown 
KO: knock-out 
LC: liquid chromatography 
LPA: lysophosphatidic acid 
LPC: lysophosphatidylcholine 
LPCAT: Lysophosphatidylcholine Acyltransferase  
LPE: lysophosphatidylethanolamine 
LPI: lysophosphatidylinositol 
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LPIAT: Lysophosphatidylinositol Acyltransferase 
LPL: lysophospholipid 
LPLAT: lysophospholipid acyltransferase 
LPS: lysophosphatidylserine 
MBOAT: membrane bound O-acyl transferase 
MS: mass spectrometry  
MQ:超純水 
MRM: Multiple Reaction Monitoring 
PA: phosphatidic acid 
PC: phosphatidylcholine 
PE: phosphatidylethanolamine 
PFA: paraformaldehyde 
PG: phosphatidylglycerol 
PI: phosphatidylinositol 
PLA: phospholipase A 
PS: phosogatidylserine 
PBS: phosphate-buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
RNA: ribonucleic acid 
siRNA: small interfering RNA 
WT: wild type 
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1. 序論 
 
	 生体膜はリン脂質分子を中心とした脂質二重層からなり、生物が生命活動を営む上で
必要不可欠なものである。古くからこの脂質二重層の大部分を構成しているリン脂質分
子の物性が生体膜の性質そのものや膜タンパクの機能に大きな影響を与えることが想定
されてきた。中でも 2 本の脂肪酸部分と極性頭部からなるジアシルリン脂質は盛んにそ
の構造が解析され、生体内のジアシルリン脂質には多様性と特異な構造的特徴が存在し
ていることが明らかにされてきた。例えば極性頭部は構造の違いからホスファチジルコ
リン（PC）、ホスファチジルエタノールアミン（PE）、ホスファチジルイノシトール（PI）、
ホスファチジルグリセロール（PG）、ホスファチジルセリン（PS）、ホスファチジン酸（PA）
の主に 6 種類のジアシルリン脂質が存在する。また一方で脂肪酸は鎖長や不飽和結合の
様式から様々な種類が存在しており、各極性頭部に対して 2 つの脂肪酸鎖が存在するこ
とからその組み合わせは多様であり、生体内には 1000 種を越すジアシルリン脂質分子種
が存在していると考えられている。１	 興味深いことにジアシルリン脂質の脂肪酸の結合
様式は特徴的である。すなわち一般にジアシルリン脂質のグリセロール骨格の sn-1 位に
は 16:0（パルミチン酸）や 18:0（ステアリン酸）等の飽和脂肪酸が主に結合し、sn-2 位
には 20:4（アラキドン酸）や 22:6（ドコサヘキサエン酸）等の不飽和脂肪酸が主に結合
している（Figure １）。このような脂肪酸種の非対称性が存在することは古くから知ら
れていたがそれらが持つ生物学的な意義はほとんどわかっていない。またリン脂質に結
合している個々の脂肪酸はその種類により機能的な違いが存在するのかという点も不明
である。例えば同じ飽和脂肪酸であり生体内に多量に存在するパルミチン酸とステアリ
ン酸で異なる機能が存在しているのかといった疑問が挙げられる。こうした疑問を解決
していくためにはその制御メカニズムの解明やそれを司る分子の同定が必要であると考
えられる。 
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	 上述したジアシルリン脂質の脂肪酸部の形成メカニズムは半世紀前にその仮説が提唱
されていた。具体的にはジアシルリン脂質の脂肪酸部の決定は de novo のリン脂質生合
成経路と脂肪酸リモデリング経路により担われると考えられている。2-4 	 de novo のリ
ン脂質生合成経路はケネディー経路とも呼ばれ、解糖系からのグリセロ-3-リン酸（G3P）
に脂肪酸が付加されリゾホスファチジン酸（LPA）、続いて PA が合成される。PA のリ
ン酸基部分に様々な構造極性基が付与されることで PC、PE、PI、PG、PS などが合成
される。PA の脂肪酸組成と PC、PE、PI、PG、PS の脂肪酸組成に違いが認められるこ
とから極性頭部が合成された後のジアシルリン脂質においてリモデリング経路（ランズ
回路）と呼ばれる脂肪酸部の入れ換え反応が起こることが提唱されている。このリモデ
リング経路はホスホリパーゼA（PLA）により脂肪酸が 1本となったリゾリン脂質（LPL）
が産生され、Acyl-CoA 依存的にリゾリン脂質アシルトランスフェラーゼ（LPLAT）と
呼ばれる酵素によりこのリゾリン脂質に新たな脂肪酸の再付加反応が起こる経路であり、
最終的なジアシルリン脂質の脂肪酸組成の決定に寄与すると考えられている。また脂肪
酸リモデリングの起こる部位は脂肪酸の結合部位から sn-1 位と sn-2 位の 2 つが想定さ
れ、特異的な脂肪酸配置にはこの位置選択性が重要であると考えられる（Figure 2,3）。 
	 リモデリング機構は当初 sn-2位に不飽和脂肪酸を導入するメカニズムとして提唱され
ていたがその分子的実体は長い間不明であった。2000 年代に入り、sn-2 位の脂肪酸決定
機構に関して特に sn-2 位のリモデリング反応を担う PLA2や LPLAT の候補分子の同定
が数多く報告されるようになった。例えば PLA2 は細胞内型の cPLA2 ファミリー5 や
iPLA2のファミリー6の分子がリモデリングを担う PLA2であることが示唆されている。
LPLAT の解析としては LPIAT1 （MBOAT7）が同定され、LPI の sn-2 位にアラキドン
酸（20:4）を導入活性に寄与し、LPIAT1 KO マウスでは 20:4 含有 PI 量の減少とともに
脳の形態形成異常を示す。7	 また LPCAT3 は主に LPC の sn-2 位にアラキドン酸等の
不飽和脂肪酸導入活性を有するが LPCAT3 KO マウスではアラキドン酸含有リン脂質の
減少による中性脂質輸送の異常が認められ、新生致死になることが報告されている。8 
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このようにジアシルリン脂質の sn-2位の脂肪酸リモデリングはその分子の機能解析から
個体レベルでの生理機能を果たす上でも重要であることが示されてきている。一方で
sn-1 位の脂肪酸規定機構の知見は少なく、従来 de novo 段階での反応により規定され、
リモデリング機構による特異的な制御機構は sn-2位のリモデリング機構ほど発達してい
ないと想定されていた。sn-1 位における脂肪酸リモデリング機構が実際に存在し、機能
しているかどうか長らく不明であったが最近になり線虫を用いた詳細な解析により PI
の sn-1 位のリモデリング機構の存在やそれを司る分子が報告された。細胞内型 PLA1
（iPLA1）は酵母からヒトまで保存されている PLA1であり、線虫においては 1 種類が知
られる（ciPLA1）。ciPLA1の変異体はある種の seam cell と呼ばれる幹細胞様細胞の非対
称分裂に異常をきたすとともに PI の sn-1 位の脂肪酸組成が 18:0 から 18:1 へと変化し
ていた。興味深いことに線虫に存在するある種のアシルトランスフェラーゼ
（acyl-8,-9,-10）の三重変異体においても同様の分裂異常と PI の脂肪酸組成の変化が観
察されたことから PLA1と LPLAT による PI の sn-1 位のリモデリング反応の重要性が示
唆されている。9 	 acyl-8,-9,-10 の哺乳類のホモログである LYCAT（LCLAT1）も PI
の sn-1 位に 18:0 の脂肪酸を導入することがわかっている。しかしながら LYCAT KO マ
ウスにおいて LPI や LPG に対する sn-1 位アシル化活性は低下するものの LPC や LPE
に対する活性が残存していた。10	 このことからも LYCAT 以外の sn-1 位 LPLAT の存
在や PI 以外の PC などのリン脂質においても sn-1 位リモデリング機構が存在する可能
性が示唆されていた。 
	 上述した細胞内型 PLA1（iPLA1）は哺乳類において 3 種類の遺伝子が存在し、そのう
ち iPLA1αとγは遺伝性痙性対麻痺（HSP）と呼ばれる神経疾患の原因遺伝子として報
告されているがその病態発症の詳細な分子メカニズムは不明である。11-13 	 私の所属す
る研究室では哺乳類の iPLA1が sn-1 位の脂肪酸リモデリング反応に関わるのか、またそ
の細胞内機能はどのようなものなのか前任者によりその検討が行われた。iPLA1αとγは
in vitro の酵素アッセイにより PLA1活性が報告されていたことからこれらを過剰発現し
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たHeLa細胞においてPLA代謝産物であるリゾリン脂質を解析することでその細胞内で
の産生産物の同定が試みられた。ところが過剰発現を行った HeLa 細胞においても全く
リゾリン脂質の増加を捉えることができなかった。これは細胞内においては産生された
リゾリン脂質に対して LPLAT によるアシル化反応が極めて効率よく働くために中間代
謝物のリゾリン脂質の変動を捉えることができなかったのではないかと想定し LPLAT
反応の阻害が検討された。具体的には LPLAT のアシル基ドナーである Acyl-CoA レベル
を Acyl-CoA 合成酵素（ACS）のブロードな阻害剤である Triacsin C で処理することで
低下させる方法、また LPLAT の阻害活性が示唆されていた Acyl-CoA-コレステロールア
シルトランスフェラーゼ（ACAT）の阻害剤である CI-976 で処理する方法が考案され、
検証が行われた。するとこれら阻害剤の処理により初めて iPLA1αとγの過剰発現時に
顕著な 2-アシル型リゾリン脂質の増加を観察することができ、細胞レベルで初めて PLA1
活性を検出することができた（Figure 4）。また阻害剤の処理において siRNA による
iPLA1 のノックダウンによりリゾリン脂質の減少を捉えることができたことから iPLA1
は LPLAT と強く共役し、内在レベルでも sn-1 位のリモデリング反応に寄与することが
明らかになった。またこの iPLA1による sn-1 位のリモデリング反応はミトコンドリアの
形態形成に影響を与えることが見出された。14 この現象は私の手でも実験的に再現する
ことが可能であり、私は修士課程において CI-976 同様に LPLAT 反応を阻害し、培養細
胞を用いてリゾリン脂質の蓄積を誘導する化合物の探索を行った。リゾリン脂質蓄積を
誘導する化合物を数種類見出すことができたが多くの化合物において共通して強い 2-ア
シル型リゾリン脂質の蓄積が見られることに気づいた（Figure 5）。2-アシル型リゾリン
脂質は sn-1 位アシル化する LPLAT によりアシル化反応を受けることが想定されること
から培養細胞は内在性に強い sn-1 位アシル化活性を持ち、その活性を担う分子が発現し
ている可能性が考えられた。観察された 2-アシル型リゾリン脂質は LPC などの上述し
た sn-1 位アシル化 LPLAT である LCLAT1（LYCAT）が基質としないリゾリン脂質の
上昇も観察されたことから LYCAT 以外の未同定の sn-1 位アシル化 LPLAT の存在が示
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唆された。上述した通り、sn-1 位の脂肪酸導入に関わる分子は sn-2 位の脂肪酸導入に関
わる分子に比べその分子的実体がほとんど不明であることからこの LCLAT1（LYCAT）
とは異なる未同定の sn-1位アシル化LPLATの同定が sn-1位脂肪酸決定機構を解明する
上でブレークスルーになると考えられた。 
	 そこで本研究ではこの未同定の sn-1 位アシル化 LPLAT の同定を試み、その酵素学的
な性質の検討並びに生物学的機能に関する検討を行った（Figure 6）。 
 
9Figure 1 ジアシルリン脂質の基本構造
生体内に存在するジアシルリン脂質の極性頭部は主に6種類存在し、1種類の極性頭部に
対して2箇所の脂肪酸結合部位が存在する。
一般にリン酸基から遠位のsn-1位には二重結合を持たない飽和脂肪酸が 配置されてい
ることが多く、 sn-2位には二重結合を持つ不飽和脂肪酸が 配置されていることが多い
ことが知られている。
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Figure 2 de novo合成経路とRemodeling経路による脂肪酸導入
ジアシルリン脂質の脂肪酸部分は2つの段階で規定される。解糖系からのグリセロ-3-リ
ン酸（G3P） にglycerol-3-phosphate acyltransferase（GPAT）がアシル基を導入し、
生じたLPAのアシル化反応でPAが合成される。PAから様々な極性頭部を有するジアシ
ルリン脂質が合成される。極性頭部転換後においてホスホリパーゼA（PLA）が作用し
てリゾリン脂質（LPL）が産生されリゾリン脂質アシルトランスフェラーゼ（LPLAT）
によりAcyl-CoAからの脂肪酸が付与されることで最終的な脂肪酸が規定される。
どのようなリゾリン脂質に対してどのような脂肪酸を導入するか規定するLPLATは
de novo合成経路とRemodeling経路の両経路において重要である。
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Figure 3 脂肪酸リモデリング機構の位置選択性
脂肪酸の選択的配置にはジアシルリン脂質代謝酵素の位置選択性が重要である。
ホスホリパーゼAは脂肪酸の切断位置によりホスホリパーゼA1（PLA1）とホスホリパーゼ
A2（PLA2）が存在し、それぞれ対応するリゾリン脂質として2-アシル型リゾリン脂質と
1-アシル型リゾリン脂質が産生される。さらにこの産生されたリゾリン脂質に対してその
sn-1位とsn-2位に選択的にアシル基を導入するLPLAT分子が想定される。
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Figure 4 リゾリン脂質アシル化反応の阻害によるPLA1依存的リゾリン脂質
の増加
細胞内型PLA1の過剰発現だけでは産生産物の2-アシル型リゾリン脂質は変化しない。
これは内在性の2-アシルリゾリン脂質アシル化活性（sn-1位アシル化活性）が強力である
ことが想定された。このLPLATによるアシル化反応を薬剤により阻害するとPLA1依存的な
2- アシル型リゾリン脂質の増加が観察された。
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Figure 5 様々なACAT阻害剤による2-アシル型リゾリン脂質増加誘導作用
LPLATを阻害するCI-976はACAT（ Acyl-CoA-コレステロールアシルトランスフェラー
ゼ ）の阻害剤として開発されていたことから市販される様々なACAT阻害剤のLPLAT阻
害活性（リゾリン脂質の増加作用）を検討した。
左上のグラフはHEK293A 細胞におけるLPCレベルの変動の例を示した。
下のグラフは各化合物のリゾリン脂質の増加作用をカラースケールで示したもの
一部の化合物においてその処理のみでリゾリン脂質の増加が観察された。多くの化合物
で共通して2-アシル型リゾリン脂質の顕著な増加が観察された。
このことから培養細胞には内在性に2-アシルリゾリン脂質のsn-1位をアシル化する
LPLAT分子が複数存在し、定常状態ではその活性が非常に強いことが示唆された。
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Figure 6 本研究の目的
培養細胞が有する未同定のsn-1位アシル化活性を担うLPLATの分子的実体を同定して
そのLPLAT分子の酵素学的な特徴づけや培養細胞レベルでの脂質代謝能と細胞機能に
おける寄与を検討する。
Acyl-CoA
CoA  + Fatty acid
Acyl-CoA synthetase 
（ACS）
ホスホリパーゼA1
PLA1
培養細胞
（HEK293/HeLa）
2-アシル
リゾリン脂質
2-アシル型リゾリン
脂質のsn-1位アシル化
LPLAT分子
sn -1位にアシル基導入活性を
示すLPLAT分子の実体は？
LPLATとしてどのような基質
選択性を示し、どの程度
内在性活性に寄与するのか
培養細胞においてどのような
脂質代謝に寄与し、どのような
細胞機能に関わるのか
未同定sn-1位アシル化LPLAT
 15 
2. 実験材料と方法 
 
【試薬/plasmid/siRNA】 
	 記載ない試薬は基本的に和光純薬工業から購入した。ジアシルリン脂質、リゾリン脂
質、Acyl-CoA などの脂質標準品は Avanti Polar Lipid から購入した。安定同位体標識
13C16-16:0 Acyl-CoA は SIGMA から購入した 
	 各種 LPLAT の発現ベクター（LPGAT1、LCLAT1、LPCAT1：pCXN2.1 ベクター）
は国立国際医療研究センター	 進藤先生より供与いただいた。各LPLATに対する siRNA
は Silencer Select siRNA (Thermo Fisher Scientific)を使用し、各 LPLAT 遺伝子に対し
て 2 種類の異なる配列を持つ siRNA を検討した。 
 
【細胞の維持】 
	 培養細胞は HeLa 細胞、HEK293A 細胞（Thermo Fisher Scientific）、COS-1 細胞（東
北大 田口先生より分与）を使用した。（継代数はおよそ P+10〜P+30 で使用）培養には 
10% FCS 、PSG 含有の DMEM と PBS を用い 2 日おきに行い、培養は 5% CO2 存在
下の CO2 インキュベーター (37℃) にて行った。 
細胞の維持に用いた試薬は以下の通りである。 
	 DMEM 
	 	 DMEM (日水製薬)	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	        4.75 g 
	 	 MilliQ water	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 500 mL 
 
	 オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、以下の試薬を加えた。 
	 	 100 x PSG                                                        5 mL 
	 	 10% (w/v) NaHCO3                                               7.5 mL 
    FCS (GIBCO)                                                    50 mL 
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	 100 x PSG 
	 	 Penicillin G sodium salt (SIGMA)                                 5000 U 
	 	 Streptomycin sulfate (GIBCO)                                    5 g（5000 U） 
	 	 L-Glutamine (GIBCO)                                           14.6 g 
	 	 MilliQ water                                                    500 mL 
	 Poresize 0.2 µm の 595 Bottle Top Filters (NALGENEL abware)で濾過滅菌し、
-20 ℃で保存した。 
 
	 FCS (GIBCO) 
	 	 56 ℃で 30 分間加熱し非働化した後、-20℃で保存した。 
	 10% (w/v) NaHCO3 
	 	 NaHCO3 (Wako)                                                   10 g 
	 	 MilliQ water                                                    100 mL 
	 オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、使用した。 
 
	 25 x PBS 
	 	 NaCl (Wako)                                                       40 g 
    KCl (Wako)                                                         1 g 
	 	 Na2HPO4・12H2O (Wako)                                         14.5 g 
	 	 KH2PO4 (Wako)                                                     1 g 
	 	 MilliQ water                                                    500 mL 
	 MilliQ water で 25 倍に希釈してオートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、使用した。 
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【トランスフェクション】 
	 培養細胞のトランスフェクションは主に 24well-plate を用いた実験系で行った。 
• プラスミドの導入 
	 培養細胞を 1.0x105 cells/mL となるように 10% FCS 、PSG 含有の DMEM で懸濁し、
24 well plate (greiner bio-one) に播種し、5%CO2存在下で 24 時間培養した。培養後、
plasmid DNA（特に断りがない場合は 300 ng/well）を用い、OptiMEM（GIBCO）で
200 倍希釈した Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific)と混合し、125 µL/well
でトランスフェクションを行い、24 時間後に解析を行った。 
• siRNA の導入 
	 培養細胞を 0.5x105 cells/mL となるように 10% FCS 、PSG 含有の DMEM で懸濁し、
24 well plate に播種し、5%CO2存在下で 24 時間培養した。培養後、目的の siRNA（特
に断りがない場合は最終濃度 10 nM）を用いOptiMEMで 100倍希釈したLipofectamine 
RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific)と混合し、100 µL/well でトランスフェクション
を行い、48 時間後に解析を行った。24 well-plate 以外のトランスフェクションは培養液
量に合わせてスケールを変更して行った。 
 
【脂質回収】 
	 各種処理を行った培養細胞は以下に示す HBSS で 2 回 Wash を行い、internal 
standard（リゾリン脂質解析は 17:0 LPA、 17:0 LPC、ジアシルリン脂質解析は di-12:0 
PC/PE/PG/PA/PS/ di-8:0 PI）を含む酸性化メタノール（1 M ギ酸アンモニウム 1 mL とメ
タノール 99 mL にギ酸を添加し pH 4 に調製）120 µL を well に添加し、4 ℃ 10 分間
静置したのち回収し、0.2 µm フィルター（YMC）で処理して LC-MS サンプルとした。 
	 血清脂質解析は血清と internal standard-MeOH 溶液を 1:9 の比率で混合し、4 ℃下
21,500 x g, 5 分間遠心した上清をサンプルとした。 
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	 HBSS (Hanks’ Balanced Salt solution) 
	 	 0.5M HEPES (pH 7.4)                                           10 mL 
    MilliQ water                                                  790 mL 
1N KOH (Wako) で pH 7.4 に調整後、オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、以下
の試薬を加えた。 
	 	 HBSS solution 1                                                100 mL 
	 	 HBSS solution 2                                                100 mL 
 
	 HBSS solution 1 
	 	 KCl (Wako)                                             	 	 	 	 	 	  4 g 
	 	 KH2PO4 (Wako)                                        	 	 	 	 	 	  0.6 g 
	 	 NaCl (Wako)                                           	 	 	 	 	 	  80 g 
	 	 Na2HPO4・12H2O (Wako)                              	 	 	 	 	 	  1.2 g 
	 	 D-Glucose (Wako)                                      	 	 	 	 	 	  10 g 
	 	 MilliQ water                                                 	 	 up to 1 L 
	 オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、使用した。 
 
	 HBSS solution 2 
	 	 CaCl2・2H2O (Wako)                                  	 	 	 	 	 	 1.85 g 
	 	 MgCl2・6H2O (Wako)                                     	 	 	 	 	   1 g 
	 	 MgSO4・7H2O (Wako)                                                1 g 
	 	 MilliQ water                                                 	 	 up to 1 L 
	 オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、使用した。 
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【細胞からの Total RNA 抽出、逆転写反応、定量 PCR】 
	 Total RNA の抽出は GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit（SIGMA）を
用いて、kit の標準的な protocol に従い行った。サブコンフルエントまで培養した
HEK293A 細胞または HeLa 細胞に Lysis buffer を添加してサンプルを調製した。 
	 DNase 処理は定量 RT-PCR 時におけるゲノム DNA のコンタミネーションを除く目的
として抽出した RNA を DNase で処理した。サンプルを reaction buffer と DNase1
（SIGMA）を混合し、37 ℃にて 30 分間反応させ、その後 stop buffer を加え、70 ℃
にて 10 分間静置して後処理を行った。処理前後のサンプルを電気泳動してゲノム DNA
のバンドの消失を確認した。逆転写反応は High capacity cDNA RT-kit（Applied 
Biosystems）を用いて kit の標準的な protocol に従い行った。プライマーは定量 PCR
のサンプルとするものはランダムプライマーを用いた。反応は PCR サーマルサイクラー
（タカラバイオ）を用いて、25 ℃にて 10 分間、37 ℃にて 120 分間、85 ℃にて 5 分間
で行い、サンプルは反応後のサンプルは-20 ℃で保存した。定量 PCR は以下の条件で行
った。反応は上記の逆転写反応により得られた cDNA を template として SYBR Premix 
Ex Taq（TaKaRa）とプライマ （ー200 nM）と混合して ABI7200（Applied Biosystems）
を用いて反応を行った。それぞれ個別に抽出した 3 つの RNA サンプルに対してそれぞ
れ 2 well 分の反応を行い、平均値を算出した。発現量はΔCt 値法により GAPDH の発
現量で補正した形で表記した。また PCR 産物を MultiNA（SHIMADZU）キャピラリー
電気泳動システムにより分離してその特異性を確認した。プライマーは増幅領域が 80 bp
〜150 bp になるかつ exon-exon junction を挟むように Primer-BLAST を用いて設計し
た。以下に LPLAT 発現解析のためのプライマーの配列を示す。 
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Gene （human） forward primer（5'-3'） reverse primer（5'-3'） 
LPAAT1 caggttcccattgtccccatag cattgtcccgaggtgaagcg 
LPAAT2 ggggcgtcttcttcatcaacc atgggcacgttctccctgac 
LPAAT3 tgaccttgtgccttggacg gatgaccagaccactcaccac 
LPAAT4 tcttctttgtggcctccgtg tcagtcattcagtttctgcttgc 
LPGAT1 acagtgatggaatggggagaag tcatctgagcaacaaccagtc 
LCLAT tcatgctgagtccctttttacc ccaataatgccacaggtaggg 
LPCAT1 ctgtggaggaaggttgtggac aagtaggacgagtgaggcg 
LPCAT2 agtcctcctcagatacccaaac gaactggcataaactcaacttctac 
LPCAT3 ctatgacaaccaccccttctg atactccttctgtgaccagcc 
LPCAT4 cccttttgggcctttatcttgc agcagtaattgtgcatgttctcc 
LPEAT1 ctcccgaagatgcaggatgg ggcataccacaaaattcacctgg 
LPEAT2 atcgtcctctttctcctctggc gcacacagtcttcctccatcctg 
LPIAT1 tggctctggcctggactttctc tcaccagcttcagcgtcagcag 
AGPAT5 gacgcaggaactccaatgtatc gcagcaaatgcctgactagc 
TMEM68 atcgtatggggtcatcgcag tcttcgtttgttcctccaagtg 
Tafazzin tcctgaaactccgccacatc attctgctcctcggcacac 
GNPAT ggttttgtgccttcaccctg cctggatggctctttgtagtttc 
GAPDH gccaaggtcatccatgacaact gaggggccatccacagtctt 
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【LC-MS/MS による脂質解析】 
	 液体クロマトグラフィー（LC）システムは Nanospace システム（大阪ソーダ）ある
いは UltiMate 3000（Thermo Fisher Scientific）を用いた。質量分析計（MS）はイオン源と
して ESI-Ⅱプローブを装着した四重極トリプルステージ型質量分析系である TSQ 
Quantum ultra (Thermo fisher Scientific）あるいは TSQ Quantiva（Thermo fisher 
Scientific）を用いた。 
	 リゾリン脂質の測定は以下条件でサンプルを 20 µL インジェクションして行った。 
リゾリン脂質の分離は C18 カラム （CAPCELL PAK C18 ACR, 3 µm, 1.5 mm × 250 
mm,大阪ソーダ） を用いて、２種の移動層（A: 5 mM ギ酸アンモニウム（pH 4.0）、
B: 5 mM ギ酸アンモニウム／アセトニトリル（5:95, v/v, pH 4.0））のグラジエントによ
り行った。グラジエントは以下の通りである。0 から 12 分にかけて B を 60%から 95%
まで上げ、5 分間 B を 95%で維持する。その後 3 分で B を 60%まで下げる。流速は 150 
µl/min で行った。リゾリン脂質測定に用いた MRM の設定は以下のとおりである。LPC
は positive mode で、LPE, LPI, LPG, LPS は negative mode で行った。Precursor ion
はプロトン付加、あるいはプロトン脱離した１価のイオンを選択し、product ion はそれ
ぞれm/z 153 （LPA）, 184 （LPC）, precursor ionから 87 neutral lossしたもの （LPS）、
対応する脂肪酸分子の m/z （LPE, LPG, LPI）で測定した。分離した 1-アシル体と 2-
アシル体リゾリン脂質を分けて定量解析した。 
	 ジアシルリン脂質の測定は、以下条件でサンプルを 10 µL インジェクションして行っ
た。ジアシルリン脂質の分離は C8 カラム （CAPCELL PAK C8 UG120, 5 µm, 1.5 mm 
× 150 mm, 大阪ソーダ）を用いてリゾリン脂質の解析時と同様に２種の移動層（A: 5 
mM ギ酸アンモニウム（pH 4.0）、B: 5 mM ギ酸アンモニウム／アセトニトリル（5:95, 
v/v, pH 4.0））のグラジエントにより行った。グラジエントは以下の通りである。0 分か
ら 5 分にかけて B を 5%から 60%まで上げ、5 分から 10 分にかけて B を 60%か 85%ま
で上げ、10 分から 17 分にかけて B を 85%か 95%まで上げ、10 分間 B を 95%で維持す
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る。その後 3 分で B を 5%まで下げる。流速は 200 µl/min で行った。MRM の設定は以
下のとおりである。precursor ion は positive mode にて、プロトン付加（PC、PE、PS、
PG）、あるいはアンモニウム付加（PI、PA の）の１価のイオンを選択し、product ion
はそれぞれ m/z 184（PC）、他のリン脂質は対応する［DAG-OH］＋	 として測定を行な
った。脂肪酸分子種解析を行う場合は negative mode でプロトン脱離した１価のイオン
を precursor ion として product ion scan により脂肪酸分子種解析した。各脂質量は添加
した internal standard のピーク Area で検出した各脂質分子種の Area を補正した Area 
ratio を算出し解析した。 
	  
【培養細胞からの膜画分調製】 
	 セルスクレイパーを用いて培養細胞を剥がし、TSC buffer（20 mM Tris / 10% Sucrose 
/ cOmplete protease inhibitor cocktail（ロシュ））に懸濁して超音波処理により細胞を
破砕した。その後、粗遠心し（800 x g, 10 分間）、上清を超遠心（100,000 x g, 60 分間）
して得られたペレットを TSE buffer（20 mM Tris / 10% Sucrose / 1 mM EDTA）に懸
濁し、assay まで-80 ℃で保存した。得られた膜画分のタンパク量は BCA 法(Thermo 
Fisher Scientific)により決定した。 
 
【基質リゾリン脂質の調製】 
• PLA1反応による 2-アシル型リゾリン脂質の生成 
	 di18:1 あるいは目的の脂肪酸種を有する ジアシルリン脂質を基質として 78 mM リン
酸 buffer（pH 7.4）/10%ジエチルエーテル / 0.05% TritonX100 / 2 mM CaCl2条件下
Rhizomucor miehei 由来 リパーゼ（Sigma）を用いて（基質 1 nmol に対して 1 unit）
37 ℃ 80 分間反応後、9 倍量の酸性化メタノール（上述）を添加して反応を停止した。
4 ℃下 21,500 x g, 5 分間遠心後の上清を固相抽出のサンプルとした。 
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• 固相抽出による 2-アシル型リゾリン脂質の精製（残存ジアシルリン脂質の除去） 
	 Bond Elut C18（Agilent Technologies）を水系溶媒 A:5 mM ギ酸アンモニウム水溶液
（pH 4）と有機系溶媒 B:5 mM ギ酸アンモニウム 99.5% MeOH（pH 4）を用いてコン
ディショニングし、サンプルをロードした。50%B 溶液でカラムを Wash し、その後 90%B
溶液で溶出した。溶出液をエパポーレーションにより溶媒を留去して酸性化メタノール
に再溶解して-80 ℃で保存した。 
 
• 1- アシル/2-アシル型優位な基質リゾリン脂質の調製 
	 精製した 2-アシル型リゾリン脂質（>95% 2-アシル型）の溶媒を留去して 100 mM Tris 
buffer（pH 8.9）に溶解してアシルマイグレーション反応により調製した。反応 0 分に
おいて酸性化メタノールで反応停止したものを 2-アシル型リゾリン脂質優位基質（>90% 
2-アシル型）、37℃ 120 分間反応後に酸性化メタノールで反応停止したものを 1-アシル
型リゾリン脂質優位基質	 （>90% 1-アシル型）とした。調製したリゾリン脂質濃度並び
に基質の 1-アシル/2 アシル比率を LC-MS により確認した。 
 
【LPLAT Assay】 
	 基質リゾリン脂質（最終濃度 10 µM）が溶けている酸性化メタノール溶液の溶媒をエ
バポレーションにより除き、200 mM Tris-buffer（pH 7.4）、各種 Acyl-CoA（最終濃度
2 µM）、Tween20（最終 0.03%）を添加し Assay mix を調製して試験管に分注した。調
製した膜画分を一定量（タンパク量として 0.05〜0.5 µg）添加して 37 ℃ 10 分間反応後 
クロロホルム/メタノール（1/2, v/v）で反応を停止した。Internal standard（di-12:0 
PC/PE/PG/PA/PS/ 31:1 PI）を添加し、その後クロロホルムと MQ 等量ずつ加え、190 x 
g, 5 分間遠心した。二層分離した下層を回収してエパポーレーションし、メタノールに
再溶解して LC-MS により生成したジアシルリン脂質を定量し、活性を算出した。 
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【LPLAT assay product のアシル基位置解析】 
	 LPLAT assay product をサンプルとして Bond Elut C8（Agilent Technologies）にロ
ードし、上述した 90%B 溶液で Wash したあと 100%B 溶液で溶出して Assay 基質のリ
ゾリン脂質を除去した。溶出液の溶媒を留去して 100 mM Tris-buffer（pH 8.9）溶解し
て 0.1 unit の bee PLA2（Sigma）と 37 ℃で 10 分間反応させ、生じたリゾリン脂質分
子種を LC-MS で解析した。 
 
【細胞染色と顕微鏡観察】 
• ミトコンドリアの染色 
	 10% FCS-DMEM 溶液に最終濃度 500 nM の MitoTracker Red CMXRos または
MitoTracker™ Deep Red FM（Thermo fisher Scientific）を添加し 37 ℃ 30 分間処理
することでミトコンドリアを蛍光染色/可視化した。 
 
• 免疫染色（FLAG 染色、Drp1 染色） 
	 24 well plate 上にガラスプレートを配置して細胞を培養した。染色は HBSS で 2 回
Wash 後、4% PFA-PBS で室温にて 20 分間処理して固定、PBS で 2 回 Wash を行った
後 0.1% triton X100-PBS で室温にて 20 分間処理して膜透過処理を行った。PBS で 2
回 Wash を行った後 3% BSA-PBS で室温にて 30 分間処理してブロッキングし、一次抗
体として抗 N-FLAG 抗体である 2H8抗体（wako）あるいは抗 Drp1抗体（BD Biosciences）
を 3% BSA-PBS で 250 倍希釈したものを用い、室温にて 90 分間処理した。PBS で Wash
（5分間×3）後に二次抗体としてAlexa-Fluor488標識された抗マウス IgG抗体（Thermo 
fisher Scientific）を 3% BSA-PBS で 400 倍希釈したものを用い、遮光下において室温
にて 45 分間処理した。PBS で Wash（5 分間×3）後に封入し、共焦点顕微鏡 LSM800（Carl 
Zeiss）にて 64 倍水浸レンズ/ Airyscan モードで撮影した。 
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【電子顕微鏡観察】 
	 24 well plate 上にガラスプレートを配置して細胞を培養した。各種処置後、室温下 2%
パラホルムアルデヒド / 2%グルタルアルデヒド / 100 mM リン酸 buffer（pH 7.4）で
30 分間固定を行い、1%酸化オスミウム溶液で後固定後した。洗浄後、段階的なエタノー
ル脱水処理を行い、エポン樹脂に包埋して超薄層切片を作成し、透過型電子顕微鏡観察
を行なった。 
 
【ジアシルリン脂質の細胞内導入】 
	 導入するジアシルリン脂質の溶媒を留去し、PBS を添加して 60℃に加温後プローブ型
超音波装置にて超音波処理（2 分間 x 3 回）した。3000 x g, 5 分間遠心後の上清を回収
し、上清 2/5倍量のDMEMに溶解した 40 mM methyl-α-Cyclodextrin (DS-11)（cyclolab）
を添加して混合、続けて 30% FCS-DMEM を上清 3/5 倍量添加混合して脂質 - 
Cyclodextrin 複合体溶液を調製した。培養細胞において siRNA 導入 48 時間後に培養液
を脂質- Cyclodextrin 複合体溶液に変更して 5 時間 37 ℃で incubation 後にミトコンド
リア染色を行い観察、一部の細胞を用いて導入されたリン脂質量を LC-MS により解析
した。 
 
【実験動物と血清の調製】 
	 LPGAT1 欠損マウス（C57BL/6N-Lpgat1em1(IMPC)J/J）は The Jackson Laboratory より
LPGAT1 ヘテロ欠損マウスを購入し、自然交配により得られたものを使用した。マウス
の維持は東北大学大学院薬学研究科の SPF 動物施設内で行い、自由飲水及び摂食下で明
期（9:00-21:00）、暗期（21:00-翌 9:00）の 24 時間周期にて飼育した。また、動物の取
り扱いには東北大学大学院薬学研究科動物実験委員会が作成した「実験動物の取り扱い
に関する指針」に基づいて行った。 
	 マウスのジェノタイピングはマウスの尾の一部を採取し、50 mM NaOH で 95 ℃で
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100 分間 incubate し、1 M Tris-HCl（pH 8）で中和したものをゲノム template とした。
得られた template を用いて WT アレル用と KO アレル用の PCR を行い、3%アガロー
スゲルで泳動して増幅産物を確認した。以下 PCR の条件を示す。 
PCR 反応液組成 
	 	 10 x PCR buffer mix                                             2 µL 
	 	 2.5 mM dNTP                                        	 	 	 	   1.6 µL 
	 	 forward primer（100 µM）                                      0.1 µL 
	 	 reverse primer （100 µM）                             	 	 	   0.1 µL 
	 	 recombinant Taq                                      	 	 	 	  0.2 µL 
	 	 Template                                                       2 µL 
	 	 MilliQ water                                                   14 µL 
プライマー 
WT アレル PCR 用（207 bp） 
forward primer：5’-GCTTTAGTTTCTGTCACTTGCC-3’ 
reverse primer：5’-ATTACAACTTAGATGTTTACCAACAGG-3’ 
KO アレル PCR 用（242 bp） 
forward primer：5’- AGATTGAGTGCTTCCACGAGC-3’ 
reverse primer：5’- CAAAATCAACAGTTCAAACACTGGC-3’ 
反応条件 
95 ℃ 3 分間→（95 ℃ 30 秒→ 55 ℃ 30 秒→ 72 ℃ 30 秒）のサイクルを 35 サイク
ル → 72 ℃ 60 秒→ 10 ℃ で保持 
	  
	 血清の調製は採血管で採取した血液を 37 ℃で 60 分間 incubate して凝血させ、４ ℃
下、1500 x g で 10 分間遠心後の液体成分を回収してさらに４ ℃下、21500 x g で 5 分
間遠心した上澄みを回収することで得た。得られた血清は-20 ℃下で保存した。 
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3. 結果 
 
1. HEK293A 細胞/HeLa 細胞における LPLAT 分子の発現と siRNA を用いた発現抑制 
	 私は ACAT 阻害剤を用いた検討から強い 2-アシル型リゾリン脂質の蓄積がヒト培養細
胞である HEK293A 細胞、HeLa 細胞の両細胞共に観察されたことからこれらの細胞に
発現する LPLAT 分子を解析することで未同定の sn-1 位アシル化 LPLAT 分子の同定を
試みた。ACAT は既存の多くの LPLAT 分子が同定されている AGPAT/MBOAT family
に属していることから ACAT 阻害剤は ACAT のみならず近縁の AGPAT/MBOAT family
に属する LPLAT 分子を阻害していることが想定された（Figure 7）。つまり
AGPAT/MBOAT family に属する既存の LPLAT 分子の中に sn-1 位アシル化活性を有す
る LPLAT 分子が存在していることが考えられた。そこでまず HEK293A 細胞、HeLa
細胞において AGPAT/MBOAT family 中の主要な LPLAT 分子の発現を定量 RT-PCR に
より確認した（Figure 8）。HEK293A 細胞と HeLa 細胞において各 LPLAT 分子の発現
パターンに違いは認められたものの TMEM68 を除く、ほぼ全ての LPLAT 分子の発現が
確認された。次に発現が認められた LPLAT 分子のうち文献情報などの基質選択性から
11 種の LPLAT 分子を選定し、それぞれ特異的な siRNA を培養細胞に導入して発現抑制
が可能か検証した。siRNA 導入 48 時間後において発現抑制を行なった LPLAT 分子の全
てにおいて mRNA レベルで 80%以上の発現抑制が認められることを確認した（Figure 
9）。また、各 LPLAT 分子の siRNA により他の LPLAT 分子の発現が顕著に低下しない
ことを確認した（data not shown）。この発現抑制系を用いることで sn-1 位アシル化
LPLAT 分子の同定を試みた。 
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2. sn-1 位アシル化 LPLAT の探索①	 LPLAT の発現抑制時における 2-アシル型リゾリ
ン脂質の解析 
	 培養細胞において ACAT 阻害剤の処置により LPLAT 分子が機能阻害されることで 2-
アシル型リゾリン脂質の増加が観察されたことから特定の LPLAT 分子の発現抑制時に
2-アシル型リゾリン脂質が観察されればその発現抑制を行なった LPLAT 分子が sn-1 位
アシル化活性を有している LPLAT 分子候補になり得ると想定した。そこでまず siRNA
で発現抑制が可能であった 11 種の LPLAT 分子を単独で発現抑制した際の培養細胞の 2-
アシル型/1-アシル型リゾリン脂質レベルを解析した。既存の sn-1 位アシル化酵素である
LCLAT1（LYCAT）に加え検証した 11 種の LPLAT 全てにおいて顕著な 2-アシル型リ
ゾリン脂質の増加は観察されなかった（Figure 10）。多くの LPLAT は基質選択性に重
複があることから脂質代謝機能において機能的相補性が存在することが予想された。そ
こで次に基質選択性やタンパク質配列の相同性から LPLAT 分子をクラス分けし、その
グループごとに LPLAT 分子を複数同時に発現抑制した時のリゾリン脂質の解析を行っ
た。するといくつかの LPLAT 分子の複数発現抑制時に 2-アシル型リゾリン脂質の増加
傾向が観察された。特に LCLAT1（LYCAT）に加えて LPGAT1 と命名された LPLAT
を発現抑制した時に 2-アシル型リゾリン脂質の増加傾向が観察された（Figure 11）。 
しかしながら観察した 2-アシル型リゾリン脂質の増加は阻害剤を処置した時に比べ非常
に弱く、間接的な影響も想定された。そこで LPLAT 分子の直接の活性評価系を構築し、
sn-1 位アシル化活性を有している LPLAT の探索を進めた。 
 
3. 2-アシル型リゾリン脂質を用いた sn-1 位導入 LPLAT 活性の評価系構築 
	 試験管内の生化学反応による LPLAT 活性の評価は通常アシル基アクセプターのリゾ
リン脂質、アシル基ドナーの Acyl-CoA、LPLAT の酵素源として組織や培養細胞から調
製したミクロソーム画分や膜画分を混合して反応産物のジアシルリン脂質の形成活性に
より行われる。リゾリン脂質は通常の生理的条件や多くの市販品では 1-アシル型が 9 割、
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2-アシル型が 1 割の混合物となっている。このように多くのリゾリン脂質が 1-アシル型
優位になっている理由として通常の生理的な条件としてよく用いられる pH が中性（pH7）
以上の条件において 2-アシル型リゾリン脂質が自発的な分子内でのアシル基転移反応に
より時間依存的に 1-アシル型へ変化してしまうことが挙げられる（Figure 12）。したが
ってPLA1反応などにより調製した2-アシル型リゾリン脂質が不安定でLPLATの活性評
価に必要な大量の基質として用いることが難しかった。多くの市販品は 1-アシル型優位
なリゾリン脂質混合物であり sn-2 位へのアシル基導入 LPLAT 活性の評価には適してい
るが sn-1 位へのアシル基導入 LPLAT 活性の評価には向かいない。そこでまず sn-1 位へ
のアシル基導入 LPLAT 活性の評価にはジアシルリン脂質より 2-アシル型リゾリン脂質
を大量に自作して安定的に扱うことが必要であった。最近私の研究室では酸性条件下に
おいて先の自発的なアシル基転移反応が著しく抑制されること、また LC-MS 系を用い
ることで 1-アシル型リゾリン脂質と 2-アシル型リゾリン脂質を分別定量できることを報
告した 15（Figure 13）。	 私はこの系を応用してまず in vitro PLA1反応の検討を行い、
反応を酸性化したメタノールで停止させることで効率よく 2-アシル型リゾリン脂質を調
製する PLA1条件を検討した。検討の詳細は割愛するが検討結果を示した（Table 1）。変
換効率はジアシルリン脂質の極性頭部によっても異なるが概ね 6〜8 割程度の効率で 2-
アシル型リゾリン脂質を調製できた。また、詳細については示さないが PLA1 反応を受
けず残存したジアシルリン脂質はカートリッジカラムを用いた固相抽出法によりリゾリ
ン脂質と分離することで調製溶液中の残存量をリゾリン脂質の1000分の1以下に抑える
ことができた（data not shown）。このように調製した 2-アシル型リゾリン脂質調製物の
2-アシル型リゾリン脂質は 90%〜95%以上を占める高純度のものであり（Figure 14）、
酸性メタノール中で冷凍保存することで長期にわたり大量にストックすることが可能に
なった。次にこのようにして調製した 2-アシル型リゾリン脂質を用いて実際に sn-1 位へ
のアシル基導入 LPLAT 活性の評価が行えるのか検討した。実際の活性評価の流れを図
示した（Figure 15）。すでに sn-1 位導入活性が報告されていた LYCAY（LCLAT1）9-10
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をモデル LPLAT として HEK293A 細胞に過剰発現させて超遠心法により膜画分を調製
した。酸性メタノールを溶媒留去して反応バッファーに置換し、中性条件で LCLAT1 過
剰発現膜画分と Acyl-CoA と反応させて LPLAT 反応を行なった。中性置換後は 2-アシル
型リゾリン脂質のアシル基転移反応が進行するので迅速に反応を行い、反応前後の 2-ア
シル型/1-アシル型リゾリン脂質の比率を確認した。反応産物のジアシルリン脂質は
LC-MS により定量を行い、その定量値から活性を算出した。また産物一部を in vitro の
PLA2 反応により生じる 1-アシル型のリゾリン脂質の脂肪酸分子種を解析することで実
際に sn-1 位に Acyl-CoA からの脂肪酸が転移されているか確認した。LYCAT の基質と
して 2-アシル型 18:1 LPG を調製し、そこから一部意図的に液性を変化させアシル基転
移反応により 1-アシル型リゾリン脂質を調製した（Figure 16A 左）。このように 2-アシ
ル型優位（>90%）18:1 LPG と 1-アシル型優位（>90%）18:1 LPG の２種の基質に対し
て LPLAT 反応を行うと 1-アシル型優位な基質に比べて 2-アシル型優位な基質で 18:0 
Acyl-CoA からの LPLAT 活性が強く検出された（Figure 16B）。この時反応に用いた 2-
アシル型優位な基質は反応中（37℃ 10 分間）において 1〜2 割程度のアシル基転移が観
察されたが大部分の 2-アシル型リゾリン脂質は保持されていた（Figure 16A 右）。また
2-アシル型優位な基質の反応産物の 36:1 PG を PLA2反応により生じた 1-アシル型 LPG
の分子種のほとんどが 18:0 LPG であり、sn-1 位に Acyl-CoA からの 18:0 が転移された
ものが 36:1 PG の大部分であることがわかった（Figure 16C）。1-アシル型優位な基質を
用いて産生された 36:1 PG も大部分が 18:0 LPG であったことから混入している少量の
2-アシル型 LPG へのアシル基転移によるものと考えらえた。このように LYCAT をモデ
ル LPLAT として sn-1 位への LPLAT 活性の評価が可能であることが確認できた。 
 
4. 培養細胞の内在性 sn-1 位導入活性の評価 
	 次にこれまで構築した sn-1 位アシル化 LPLAT 評価系を用いて培養細胞が内在性に有
している sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を評価できるか検証した。未処理の培養細胞
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（HEK293A 細胞/HeLa 細胞）より膜画分を調製して内在性の LPLAT 活性を検証した。 
基質としてこれまでLYCATが基質としない 2-アシル型優位 18:1 LPCと 18:0 Acyl-CoA
を用いて実際に sn-1 位アシル化 LPLAT 活性が検出できるか検討した。すると反応なし
のコントロール条件に比べて強い 36:1 PC の産生を検出した（Figure 17A）。またこの
生成産物の 36:1 PC を PLA2処理した 分子種解析では 1-アシル型 18:0 LPC が 8 割以上
検出されたことから産生された 36:1 PC の大部分が sn-1 位に 18:0 が導入された産物で
あることを確認した（Figure 17B）。このように培養細胞は内在性に強い sn-1 位アシル
化 LPLAT 活性を有していることが直接の活性評価によっても確認された。 
 
5. sn-1 位アシル化 LPLAT の探索②	 LPLAT の発現抑制時における sn-1 位導入
LPLAT 活性の評価 
	 先に示してきたように培養細胞は内在性に強い sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を示すこ
とから特定の LPLAT 分子を発現抑制し、その膜画分の活性を評価することで sn-1 位ア
シル化 LPLAT 活性を有する LPLAT 分子の探索を行なった。HEK293A 細胞と HeLa
細胞において先に述べた11種類のLPLAT分子に対して siRNAにより発現抑制を行い、
48 時間後に膜画分を調製し、先に検証した 2-アシル型優位 18:1 LPC と 18:0 Acyl-CoA
を用いた 36:1 PC 形成活性での評価を行なった。すると HEK293A 細胞、HeLa 細胞の
どちらの細胞においても LPGAT1を発現抑制した条件において顕著に 36:1 PC形成活性
の低下が観察された（Figure 18A）。これにより LPGAT1 を新規の sn-1 位アシル化
LPLAT 分子の候補分子として同定した。また、基質を変更して 2-アシル型優位 18:1 LPC
と 16:0 Acyl-CoA の反応では LPCAT1 の発現抑制により活性低下が 2-アシル型優位 Soy
（18:2 優位） LPI と 16:0 Acyl-CoA 反応では LYCAT（LCLAT1）の発現抑制により活
性低下が観察され、LPCAT1 や LYCAT も sn-1 アシル化 LPLAT として内在性活性に
寄与していることがわかった（Figure 18B,C）。 
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6. sn-1 位アシル化 LPLAT の探索③	 LPLAT の過剰発現時の活性の評価 
	 発現抑制系において内在性の sn-1 位アシル化 LPLAT 活性への寄与が想定された
LPGAT1、LPCAT1、LYCAT（LCLAT1）に関してこれら分子の過剰発現膜画分を用い
て直接の LPLAT 活性の評価を行い、sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を有しているのか検
証を行なった。基質のリゾリン脂質としては 2-アシル型優位と 1-アシル型優位な条件を
設定し、極性頭部の種類は LPC、LPE、LPI、LPG、LPS、LPA（LPI のみ Soy（18:2
優位）他は 18:1）、Acyl-CoA は 18:0 CoA と 16:0 CoA で検討を行なった。代表的なデー
タとして 18:1 LPG/18:0 Acyl-CoA を用いて LPGAT1 の活性の結果を示す（Figure 19）。 
2-アシル型優位（>90%）18:1 LPG と 1-アシル型優位（>90%）18:1 LPG の２種の基質
で反応の比較を行うと 1-アシル型優位な基質に比べて 2-アシル型優位な基質で 18:0 
Acyl-CoA からの LPLAT 活性が強く検出された（Figure 19A）。また反応産物の 36:1 PG
を PLA2により処理して生じた 1-アシル型 LPGの分子種を解析すると 2-アシル型優位な
基質で反応させた 36:1 PG では PLA2 産物のほとんどが 18:0 LPG であり、sn-1 位に
Acyl-CoA からの 18:0 が転移されたものが検出した 36:1 PG の大部分であることがわか
った（Figure 19B）。1-アシル型優位な基質を用いて産生された 36:1 PG も大部分が 18:0 
LPG であったことから混入している少量の 2-アシル型 LPG へのアシル基転移によるも
のと考えらえた。これらの結果から LPGAT1 は sn-1 位に対して選択的にアシル基を転
移する sn-1 位アシル化 LPLAT であることがわかった。他の様々な基質に関して検討し
た結果をまとめて示した（Table 2）。LPCAT1、LYCAT も 2-アシル型リゾリン脂質を基
質として好み sn-1位アシル化活性を持つことが示唆されたがその基質選択性は異なって
いた。これらの結果から LPCAT1、LYCAT、LPGAT1 に sn-1 位アシル化 LPLAT 活性
があることが示唆された。特に LPGAT1 はこれまで LPG の sn-2 位をアシル化する
LPLAT としてのみ報告されており 16、その機能に関してはほとんど知られていない。そ
こで LPGAT1 の sn-1 アシル化 LPLAT としての性質や生物学的機能を詳細に検討する
こととした。 
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7. LPGAT1 の基質選択性と内在性の活性への寄与 
	 先に示したように LPGAT1 は sn-1 位アシル化活性を示し、LPC、LPE、LPI、LPG、
LPS に対して活性を示した（Table 2）。次に使用したリゾリン脂質の脂肪酸鎖の選択性
を検証した。飽和型の 16:0 LPC、不飽和型の 18:1、18:2、20:4、22:6 LPC（いずれも
2-アシル型優位な LPC を用いた）に対する活性を検証するといずれの LPC を用いた場
合にも活性が検出されたが、不飽和型の脂肪酸を持つ LPC を用いた時に活性が強くでる
傾向を示した（Figure 20）。Acyl-CoA に関しては飽和型、不飽和型 Acyl-CoA を 10 種
検討したところいずれの Acyl-CoA も認識し、活性を示したが特に飽和型 Acyl-CoA に対
する活性が強いことがわかった。中でも 18:0 Acyl-CoA に対する活性に選択性がある傾
向を示した（Figure 21）。また sn-1 位アシル化 LPLAT を探索した時と同様に LPGAT1
を発現抑制した膜画分の sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を様々な極性頭部のリゾリン脂質
で検証を行うと LPC、 LPE、LPS、LPG に対する 18:0 アシル化活性に大きな寄与があ
ることがわかった（Figure 22）。これらの結果から LPGAT1 は内在性に幅広い 2-アシル
型リゾリン脂質を認識して飽和脂肪酸（特にステアリン酸）を導入する活性を担い、機
能していることが想定された。 
 
8. 細胞レベルでの LPGAT1 によるリン脂質分子種形成に関する解析 
	 次にLPGAT1が実際に細胞レベルでどのようなリン脂質形成に寄与するのか検討を行
なった。LPGAT1 の過剰発現を行い、遺伝子導入 24 時間後に脂質を回収して LC-MS 解
析により細胞のジアシルリン脂質分子種を解析した。すると特にPC分子種において 18:0
（ステアリン酸）を含有していると考えられる 34:0、36:1、38:4、38:3、40:6、40:5 の
脂肪酸分子種の増加が観察された（Figure 23）。これらの分子種が実際に 18:0 を含有す
る分子種であることを negative モードの LC-MS でも確認した（data not shown）。 
また、逆に LPGAT1 を発現抑制した細胞において発現抑制 48 時間後のリン脂質分子種
を解析すると 34:0（18:0-16:0）の若干に減少に加えて、36:1（18:0-18:1）の脂肪酸鎖を
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持つ PC、PE、PS、PG 分子種の特異的な減少が観察された（Figure 24A,B）。この結果
は先の in vitro における LPLAT 活性で検証された基質選択性と一致する結果であった。
これらの結果から LPGAT1 は細胞レベルで 18:0（ステアリン酸）含有リン脂質形成（特
に 36:1 の脂肪酸分子種）に寄与していることが強く示唆された。 
9. LPGAT1 の細胞内局在解析 
	 LPGAT1 の細胞レベルの機能を探索する目的で細胞内における LPGAT1 の局在を解
析した。N 末端に FLAG 配列を付加した LPGAT1 を HeLa 細胞に発現させ、FLAG に
対する免疫染色を行い、細胞内局在を解析した。LPGAT1 は ER マーカー分子のシグナ
ルと大部分が重なり、ミトコンドリアの染色像とは重ならなかった（Figure 25）。この
結果は先行論文の結果と一致していた 16。しかしながら詳細に発現部位を解析すると ER
マーカー分子の発現が低い小さなシートあるいはドッド状構造に発現が高かった。この
部位は一部ミトコンドリアと接触している像も観察された（Figure 25）。このことから
LPGAT1 は主に ER 上に局在して特異的なリン脂質分子を産生していることが考えられ
た。特異的に局在が強い部位も存在してそれらの部分は他のオルガネラと接触し、リン
脂質分子が供給されている可能性も示唆された。 
 
10. LPGAT1 のオルガネラ形態に及ぼす影響 
	 先の解析から LPGAT1 に ER 上に存在する膜タンパクであり、特異的なリン脂質分子
種を産生することで生体膜の性質を変化させている可能性が想定された。そこでまずリ
ン脂質膜により形作られるオルガネラの形態に着目して解析を行なった。LPGAT1 を発
現抑制した細胞において種々のオルガネラを可視化して形態を観察するとミトコンドリ
ア形態が大きく変化していることを見出した。LPGAT1 を発現抑制した細胞ではミトコ
ンドリアがフラグメント化して小さくなっていることが観察され、定量化を行うとミト
コンドリアがフラグメント化した細胞が著しく増加していた（Figure 26A,B）。詳細にそ
の形態を観察するとフラグメント化して小さくなったミトコンドリアが円形状になって
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いる様子が観察された（Figure 26）。さらに電子顕微鏡観察でも LPGAT1 を発現抑制し
た細胞では同様のフラグメント化して円形状になったミトコンドリアが観察された
（Figure 27）。ミトコンドリアの形態は分裂と融合のバランスにより維持されている 17
が分裂因子として重要な Drp1 の局在を免疫染色により検討すると LPGAT1 を発現抑制
した細胞では Drp1 のミトコンドリアへの集積が強まる傾向があり（Figure 28）、発現
抑制によりミトコンドリアに分裂が促進している可能性が示唆された。LPGAT1 の発現
抑制によるミトコンドリアの形態変化の詳細なメカニズムは不明であるが飽和脂肪酸
（特にステアリン酸）を sn-1 位に持つリン脂質がオルガネラの形態維持に重要である可
能性が想定された。 
 
11. 飽和脂肪酸含有リン脂質分子種によるミトコンドリア形態の制御 
	 先に観察されたミトコンドリア形態の変化に飽和脂肪酸含有リン脂質分子が寄与して
いる可能性を検討した。LPGAT1 発現抑制細胞ではミトコンドリアのフラグメン化が生
じると同時に特に 36:1 の脂肪酸分子種を持つ PC、PE が減少していたことからこれらの
リン脂質をリカバリーさせることでミトコンドリア形態がレスキューされるのか検討し
た。一般にジアシルリン脂質分子は培地中に添加するだけでは添加依存的に培養細胞に
取り込ませることは難しい。最近、シクロデキストリンを用いることでジアシルリン脂
質を直接培養細胞に取り込ませる実験系が報告された 18。そこで LPGAT1 発現抑制細胞
に 36:1 含有 PC/PE リポソーム-シクロデキストリン複合体を添加し、ミトコンドリア形
態を観察した。すると発現抑制により減少した 36:1 リン脂質量の回復が観察された
（Figure 29A）。ミトコンドリア形態は完全には回復しないもののフラグメント化してい
たミトコンドリアの一部がより集まり融合する傾向が認められた（Figure 29B,C）。さら
なる条件検討や定量化が必要である特定の飽和型脂肪酸含有リン脂質がオルガネラ形態
を直接制御する可能性があり、それらのリン脂質分子種を形成する因子として LPGAT1
が重要であることが示唆された。 
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12. LPGAT1 欠損マウスの解析 
	 最後に個体レベルで LPGAT1 の脂質代謝への寄与や機能を解析する目的で LPGAT1
欠損マウスを導入して解析を行った。CRISPR-Cas9システムにより作成されたLPGAT1
欠損マウスは活性に重要な AGPAT モチーフを含む第 3 エキソン周辺とスプライシング
サイトの欠失があり、PCR 法によりそれが確認できた（Figure 30A,B）。データベース
上では表現型として preweaning lethality, complete penetrance とあり、成体の
LPGAT1 欠損マウスは得られないと記されていた。私は LPGAT1 ヘテロ欠損マウス同士
での交配を重ね、LPGAT1 欠損マウスが出生し、成長するか検証した。意外なことに
LPGAT1 欠損マウスは出生し、成体マウスまで成長したがその数はメンデル則から予想
される数の約半分の割合であり、出生・成長への影響が示唆された。また、LPGAT1 欠
損マウスはコントロール個体と比較して体重が低い傾向を示すことが判明した（Figure 
30C,D）。これら LPGAT1 欠損マウスが示す表現型の詳細なメカニズムは不明であるが
LPGAT1 が作り出すリン脂質分子種が重要な役割をもつ可能性が想定される。 
	 LPGAT1 は肝臓で高く発現していることから肝臓が作り出すリポタンパク中のリン脂
質組成にも影響を及ぼしている可能性を考え、LPGAT1 欠損マウスより採血を行い、調
製した血清中のリン脂質分子種レベルを LC-MS により解析した。すると LPGAT1 欠損
マウス由来の血清中のホスファチジルコリン（PC）の分子種においてステアリン酸を含
有する分子種が特異的に低下していることが観察された（Figure 31）。一方で培養細胞
の実験からも示唆されていたようにホスファチジルイノシトール（PI）のステアリン酸
含有分子種には影響は認められなかった（data not shown）。このことから個体レベルで
もLPGAT1が特定の極性頭部を有するステアリン酸含有リン脂質形成に大きく寄与して
いることが明らかになった。LPGAT1 欠損マウスの解析は途上であり、このマウスの詳
細な解析からLPGAT1の機能やそれにより形成されるステアリン酸含有リン脂質の意義
が明らかにされると期待される。 
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4. 考察 
 
• sn-1 位アシル化 LPLAT の同定 
	 私は培養細胞が内在性に強い sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を有することを利用してそ
の分子的実体に迫った。特に LPLAL の発現抑制時の膜画分の sn-1 位アシル化 LPLAT
活性を直接評価することで sn-1 位アシル化活性を有する LPLAT 分子として LPCAT1、
LYCAT、 LPGAT1 を見出した。過去においてもいくつかの文献において sn-1 位アシル
化活性の評価の報告は存在した。私が導入した評価系はこれまでの活性評価系と比較し、
高純度で 2-アシル型リゾリン脂質を実験に適応できた点やその純度をモニターしながら
活性評価を行えた点がアドバンテージとなり、sn-1 位のアシル化活性を正確に評価でき
たことでこのように sn-1 位アシル化活性 LPLAT の同定に到れたと考えられる。LYCAT
はすでに報告の通り LPI の sn-1 位のアシル化活性を担っていること 9,10が確認されると
ともに LPG や LPA に対する sn-1 位アシル化活性も見出した。LPCAT1 はこれまで報告
されていた LPC の sn-2 位への 16:0（パルミチン酸）導入活性に加え、LPC の sn-1 位
への 16:0導入に関して寄与が認められた。新たに活性を見出したLPGAT1はLPC、LPE、
LPS、LPG などの様々なリゾリン脂質の sn-1 位への飽和脂肪酸の導入に大きな寄与が認
められた。興味深いことにこれらの酵素は互いに特異的な寄与を示す部分と重複して寄
与を示す部分が存在した（Table 2）。例えば LPC の sn-1 位の脂肪酸導入において 18:0
（ステアリン酸）の導入活性においては LPGAT1 が活性の大部分を占め、LPCAT1 の寄
与は低い一方で 16:0（パルミチン酸）の導入活性においては LPCAT1 の寄与が認められ
るが、逆に LPGAT1 の寄与はほとんどなかった。また LPI の sn-1 位アシル化 LPLAT
活性に関してはこれらの酵素の寄与はほとんどなく LYCAT が活性の大部分を担ってい
ることがわかった。LPE や LPS の sn-1 位アシル化活性では LPGAT1 の寄与が大きかっ
た。しかしながら LPG の sn-1 位アシル化活性においてはこれら 3 つの酵素それぞれで
の寄与が認められ、重複して sn-1 位アシル化活性を担っていることがわかった。 
 38 
	 一方で LPLAT の発現抑制を行なった時の細胞のリゾリン脂質解析の結果は膜画分中
の sn-1 位導入活性が低下しているにも関わらず変化は小さかった（Figure 10,11）。特に
単独の LPLAT の阻害ではほとんど 2-アシル型リゾリン脂質の変動が観察できなかった。 
このように細胞レベルのリゾリン脂質量の変動が小さかった要因としていくつかのこと
が想定される。まず細胞内では極めて効率よくリゾリン脂質のアシル化が起きているこ
とが想定される。LPLAT の反応にリゾリン脂質が効率よく受け渡されており、わずかな
活性が残存していてもアシル化が順次進行してしまうことが想定される。実際多くの
LPLAT の欠損マウスの解析で酵素活性が半減しているヘテロマウスでは表現型が観察
されないことが多く、活性が残存していればリゾリン脂質のアシル化が十分に進行して
いる可能性がある。また LPLAT の基質であるリゾリン脂質を産生するホスホリパーゼ A
が LPLAT 分子の近傍で共役してリゾリン脂質を産生し、受け渡しているために反応の
効率が高い可能性も想定される。これは高濃度で細胞毒性を示す危険なリゾリン脂質量
を厳密に制御する上でも理にかなっていると考えられる。別の想定として LPLAT 活性
の低下により一時的にリゾリン脂質濃度が上昇するが細胞毒性を示すリゾリン脂質を消
去するリゾホスホリパーゼなどの酵素系が代償的に上昇している可能性も想定される。
いずれにしても細胞は脂肪酸リモデリング反応の中間体であるリゾリン脂質量を厳密に
制御しているあるいは簡単に上昇させないようなメカニズムを持っている可能性が想定
された。複数の LPLAT 分子を発現抑制した時に上昇してくるリゾリン脂質と LPLAT
分子の in vitro の基質選択性が一部合致しない場合が存在した。例えば LPS に関して in 
vitroの活性ではLPGAT1は基質として認識するがLYCATは基質として認識する傾向は
低かったがこれらの LPLAT 分子を同時に発現抑制すると単独の時より 2-アシル LPS が
上昇する傾向が観察された。この現象の明確な原因は不明だが、in vitro の活性で検証で
きていない Acyl-CoA や LPS の分子種に対して活性がある可能性や他の 2-アシル型リゾ
リン脂質から極性頭部の転換反応により間接的に増加が検出されている可能性もある。
いずれにしても LPLAT の生化学的活性の変動とリゾリン脂質量の変化は必ずしも対応
 39 
しない可能性があることが明らかになった。解析の結果から LPLAT 分子の探索には活
性そのものの検証を行う実験系が直接的で有用であることがわかった。 
 
• LPGAT1 の in vitro LPLAT 活性とリン脂質分子種形成への寄与 
	 LPGAT1は in vitroのLPLAT活性の検討では様々なリゾリン脂質（LPC、LPE、LPS、
LPG）や様々なリゾリン脂質脂肪酸分子種（16:0、18:1、18:2、20:4、22:6）を認識し
て sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を示した。また不飽和脂肪酸型より飽和脂肪酸型
Acyl-CoA を好む傾向にあったがやや選択性はあるものの 16:0 Acyl-CoA と 18:0 
Acyl-CoA の両方認識することができた（Table 2, Figure21）。しかしながら LPGAT1 の
発現抑制を行なった培養細胞においては 34:0（18:0-16:0）や 36:1（18:0-18:1）と行っ
たステアリン酸含有リン脂質が特異的に減少していた（Figure24）。このように in vitro
の活性と細胞で形成に寄与するリン脂質分子に違いが認められた点については以下のよ
うなことが想定される。一方で、過剰発現系では上記の分子に加え、sn-2 位に高度不飽
和脂肪酸を持ち、sn-1 位にステアリン酸を持つ 38:3 や 38:4 の脂肪酸分子種も増加傾向
が観察された。過剰発現系では ER 全体に局在し、一部に特徴的な局在も観察される
（Figure 25）が内在性に存在する LPGAT1 分子は細胞内の特異的な部分に発現してい
る可能性もある。そのため内在性に存在する LPGAT1 分子の局在がこの選択性を説明す
る一部になることが想定される。しかしながら現在のところ免疫染色可能な特異的抗体
がないために現在のところ不明である。また細胞内では LPGAT1 分子が特異的な他の脂
質代謝分子と近接して存在している可能性も想定できる例えば特異的なリゾリン脂質分
子種を提供するホスホリパーゼA分子や 18:0 Acyl-CoAの合成に選択性のあるAcyl-CoA
合成酵素や脂肪酸伸長酵素の存在が間接的に細胞内での形成リン脂質分子種を規定して
いる可能性が想定できる。これら因子の同定には候補因子の発現抑制と LPGAT1 の過剰
発現を組み合わせてリン脂質分子種形成を評価する系や近年急速に進歩しつつある標的
タンパク質の近傍標識法 19が有用と考えられる。LPLAT 分子を介したリン脂質分子種形
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成にはそれ自身の基質選択性のみならず、他の制御機構が重要であることが示唆された。
LPGAT1 欠損マウスを用いた解析から LPGAT1 は実際に in vivo レベルでステアリン酸
含有リン脂質形成に特異的に寄与することが明らかになった（Figure 31）ことからも
LPGAT1 のステアリン酸特異性を決定する機構の解明は LPGAT1 の機能を考える上で
も重要であると考えられる。 
 
• LPGAT1 とミトコンドリアの形態形成 
	 私は LPGAT1 の発現抑制によりミトコンドリアがフラグメント化する現象を見出し、
リン脂質の回復実験から飽和型脂肪酸含有リン脂質がより直接的にミトコンドリアの形
態制御に関わる可能性を示した。この飽和型脂肪酸含有リン脂質がミトコンドリア膜の
膜リン脂質として物理化学的な性質により形態を変化させているのかあるいはミトコン
ドリアの分裂・融合因子の活性制御に影響しているのか詳細なメカニズムは不明である。
また特異的な飽和型脂肪酸含有リン脂質の減少を細胞が感知して起こる細胞応答の 2 次
的な現象を観察している可能性も否定できない。この LPGAT1 が発現抑制された細胞の
ミトコンドリアの呼吸活性や電子伝達系の因子の発現を解析したがコントロール群と比
較して優位な差は見られなかった（data not shown）。このことから形態の変化は観察さ
れるがミトコンドリアの機能には大きな影響は出ていないことが想定される。脂質分子
とミトコンドリアの形態に関しては以下のような知見が存在する。脂肪酸の炭素鎖伸長
酵素である ELOVL 遺伝子の解析から特に炭素数 C16 から C18 の伸長に必要な Elovl6
のショウジョウバエ変異体ではミトコンドリアのフラグメント化が観察される。20	 また
同一論文において哺乳類細胞では脱脂質化した血清培養でミトコンドリアのフラグメン
ト化が誘起され、C18:0（ステアリン酸）の培地への添加でミトコンドリアの形態がレス
キューされることが報告されている。ただし、この報告においてはある種のタンパク質
（トランスフェリン受容体 1）のステアリン酸がミトコンドリアの形態形成に重要であ
るという仮説を提示し、最終的に JNK によるミトコンドリア融合因子の MFN2 のリン
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酸化による MFN2 の機能低下がフラグメント化の原因であると結論づけている。このよ
うな知見からも C18:0（ステアリン酸）がミトコンドリアの形態に大きな影響を与える
ことが示唆される。私が見出したリン脂質をステアリン酸化する酵素の現象から考える
とこのミトコンドリアの形態制御にはステアリン酸の下流に存在するステアリン酸化さ
れたリン脂質がより強くミトコンドリアに影響を与えていることが考えられ、リン脂質
を介した新規のメカニズムの存在が上記のメカニズムに加えて想定される。 
	 また別の知見としてカルジオリピンから産生されるホスファチジン酸（PA）や飽和脂
肪酸含有リン脂質にミトコンドリア分裂の実行因子である Drp1 が結合し、Drp1 の活性
が抑制的に制御されることが報告されている。21	 つまり飽和脂肪酸含有リン脂質は
Drp1 の活性を抑制してミトコンドリアの融合を促進するため、飽和脂肪酸含有リン脂質
の低下はミトコンドリアの分裂促進すなわちフラグメント化を誘導すると報告されてい
る。この論文では飽和脂肪酸として特異的なものを示しておらず 16:0（パルミチン酸）
と 18:0（ステアリン酸）で区別があるかどうかまでは言及されていない。今回私が見出
したLPGAT1は飽和脂肪酸の中でもステアリン酸含有リン脂質の形成に寄与する可能性
が高く、ミトコンドリアの形態制御には飽和脂肪酸含有リン脂質の中でもステアリン酸
含有リン脂質が特に重要であることを示している可能性が想定された。実際に LPGAT1
発現抑制細胞では Drp1 のミトコンドリア局在が増える傾向にあること（Figure 28）か
らもステアリン酸含有リン脂質による Drp1 の制御を介したメカニズムがフラグメント
化の一部原因であることが考えられる。ステアリン酸含有リン脂質を介した詳細な形態
制御メカニズムはさらなる解析が必要である。脂肪酸リモデリングを介したミトコンド
リアの形成機構に関しては前任者によりその重要性が示された。14 具体的には細胞内型
PLA1 である iPLA1γの発現抑制によりミトコンドリアのフラグメント化が誘導される。
また序論でも述べた Acyl-CoA の枯渇剤 Triacsin C や LPLAT のブロードな阻害剤であ
る CI-967 の処置によるアシル化反応の阻害時においてもミトコンドリアのフラグメン
ト化が観察される。この現象は私の手でも再現され、そのミトコンドリアの形態は
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LPGAT1 を発現抑制したときと類似していた（Figure 32）。このことからミトコンドリ
アの形態形成においては sn-1 位のリモデリング反応が重要であり、その実行因子として
PLA1 と sn-1 位アシル化 LPLAT による協調した脂質代謝回転そのものあるいはそれに
より形成される特定のリン脂質分子が重要であることが考えられる。本研究によりこれ
まで不明であったこの sn-1 位アシル化 LPLAT 分子の一つとして LPGAT1 を明らかに
することができた。 
 
5. 今後の展望 
 
	 sn-1 位アシル化 LPLAT を担う分子として LYCAT が同定されて以来、長らく他の分
子の同定には至っておらず、sn-1 位の脂肪酸リモデリングに関する研究はほとんど進展
してこなかった。本研究により sn-1 位アシル化酵素として LPGAT1 が再発見され、培
養細胞レベルでステアリン酸含有リン脂質形成への寄与が示唆された。また、解析の途
上にあるが LPGAT1 欠損マウスの解析からステアリン酸含有リン脂質の形成に
LPGAT1 は大きく寄与する可能性も明らかになりつつあり、LPGAT1 欠損個体では出生
や成長への影響も認められる。このことからも個体レベルでこの酵素がステアリン酸含
有リン脂質形成を通じて生理的に重要な機能を有していることが想定される。in vitro 
の培養細胞の実験からこの酵素はミトコンドリアの形態制御に関してステアリン酸含有
リン脂質を介して作用すること示唆されたが、興味深いことに最近食事性のステアリン
酸によりミトコンドリア機能を改善できることが報告された。22 故に病気や老化により
活性の低下したミトコンドリア機能をLPGAT1の活性賦活剤あるいはステアリン酸含有
リン脂質そのもので強く改善できる可能性があると考えられ、ヒトへの応用といった研
究展開に発展可能である。最後にこの LPGAT1 分子の解析が進むことよりこれまで長ら
く不明であった sn-1 位の脂肪酸配置の生理的意義また 16:0（パルミチン酸）と 18:0（パ
ルミチン酸）の機能的違いに対して答えを得ることができるのではないかと期待される。 
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Figure 7 CI-976とAGPAT/MBOAT family分子の阻害
CI-976は元々ACATアシルCoAコレステロールアシルトランスフェラーゼ）の阻害剤
として開発されたがACATはMBOATと呼ばれる遺伝子familyに属している。これまで同定
されたLPLAT分子は近縁に存在するAGPAT familyとMBOAT familyであり、CI-976はこれ
らのfamilyに属するLPLAT分子を阻害している可能性が高いと考えられた。そこで未同定
のsn-1位アシル化活性を持つLPLAT分子もこのfamilyに属する分子であると推定した
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Figure 8 培養細胞におけるLPLAT分子群の発現
主にAGPAT/MBOAT familyに属するLPLAT分子の発現を定量RT-PCRにより解析した。
発現量はGAPDHの発現量で補正した値で示した。（3 data point mean+SD ）
（A）HEK293A細胞における発現（B）HeLa細胞における発現
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Figure 9 HEK293A細胞におけるsiRNAを用いたLPLAT分子の発現抑制効果
HEK293A細胞に対して各LPLAT分子siRNAを導入し、48時間後に定量RT-PCRにより各
LPLAT分子の発現レベルを解析した。各LPLATの発現レベルをnegative control siRNA群の
発現量と比較してどの程度発現抑制されたか発現抑制の割合（knockdown(KD)効率%）
で示した。mean+SD （n=3）
示していないがHeLa細胞においても同様の発現抑制効果が得られることを確認している。
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Figure 10 各LPLAT発現抑制時のリゾリン脂質解析
培養細胞に各LPLAT分子に対するsiRNAを導入し、48時間後に脂質を回収してLC-MSによ
りリゾリン脂質分子の変動を解析した。ここでは各リゾリン脂質クラスについてnegative 
control siRNAを導入した群のリゾリン脂質レベルを1とした時の相対量で示した。
（3 data point mean+SD ）
（A）HEK293A細胞におけるリゾリン脂質変動（B）HeLa細胞におけるリゾリン脂質変動
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Figure 11 複数のLPLAT分子を同時に発現抑制した時のリゾリン脂質変動
培養細胞において複数のLPLATに対するsiRNAを同時に導入し、48時間後に脂質を回収
してLC-MS解析によりリゾリン脂質量の変動を解析した。ここでは各リゾリン脂質分子種
についてnegative control siRNAを導入した群のリゾリン脂質レベルを1とした時の相対
量で示した。mean+SD （n=3）、バーのない分子種は検出限界以下（not detected）
HeLa細胞で実施した時の代表データを示した
（A）LPIレベル（B）LPGレベル（C）LPSレベル （3 data point mean+SD ）
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Figure 12 2-アシル型リゾリン脂質の不安定性
通常の有機溶媒中やpHが7以上の液性条件では2-アシル型リゾリン脂質は不安定であり、
容易にアシル基転移反応により1-アシル型リゾリン脂質に転換してしまう。市販される
リゾリン脂質のほとんどが9割が1-アシル体が占める混合物となっている。
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Figure 13 2-アシル型リゾリン脂質の安定化と定量
酸性条件の液性中ではアシル基転移反応が進行しないことにより1-アシル型リゾリン脂質
と2-アシル型リゾリン脂質の比率を維持することが可能である。
そのため不安定な2-アシル型リゾリン脂質も安定的に扱うことが可能であり、LC-MSの
測定系と組み合わせることで1-アシル型/2-アシル型の正確な定量も可能である。
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Table 1 in vitro PLA1反応の条件検討の結果
産生される2-アシル型リゾリン脂質量を指標としてPLA1反応における各種条件を
検討し、最終的に採用した条件を表にまとめた。
検討項目 採用した条件
使用するリパーゼ Rhizomucor miehei由来Lipase
酵素添加量 1nmol基質に対して1unit程度
反応温度、反応時間 37℃ 、80min
緩衝液 リン酸buffer
pH pH 7.4
添加物
10%ジエチルエーテル
2mM CaCl2
0.05% TritonX-100
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Figure 14 調製した2-アシル型リゾリン脂質溶液のアシル鎖比率
それぞれの極性頭部を有するジアシルリン脂質を基質としてPLA1反応を行い、産物
を固相抽出して得られた2-アシル型リゾリン脂質溶液中の1-アシル型リゾリン脂質、
2-アシル型リゾリン脂質量をLC-MSで定量してそのアシル鎖の比率で表した。
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Figure 15 in vitro sn-1位アシル化LPLAT活性評価の流れ
PLA1反応と固相抽出法により高純度の2-アシル型リゾリン脂質溶液を調製し、LC-MSに
正確な2-アシルリゾリン脂質量を定量した。2-アシル型リゾリン脂質溶液の溶媒を
assay buffer系に置換してAcyl-CoAと培養細胞から調製した膜画分と反応させ、生じた
ジアシルリン脂質量をLC-MSで定量することで活性を評価した。また産生産物の一部を
in vitro PLA2反応により切断して生じるリゾリン脂質を解析することで実際にアシル基
が導入された位置を確認した。
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Figure 16 sn-1位アシル化LPLAT活性評価系を用いたLCLAT1の活性評価
（A）基質リゾリン脂質の1-アシル型/2-アシル型比率の確認
1-アシル型優位な基質溶液（Condition2）は2-アシル型優位な基質溶液（Condition1）
よりアシル基転移反応により調製した。（詳しくは方法の部分を参照）LPLAT反応と同
じ37℃ 10min incubationする前後の1-アシル型/2-アシル型比率をLC-MSで決定した。
（B）18:1 LPGと18:0 Acyl-CoAのLPLAT反応により生成した36:1 PGをLC-MSで定量
（36:1 PGのアシル鎖の位置は区別していない）mockは空ベクター群
（C）LCLAT1の活性により産生された36:1 PGを in vitroでPLA2処理し、生じたLPG分
子種をLC-MSで定量した。
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Figure 17 培養細胞の持つ内在性sn-1位アシル化LPLAT活性の評価
（A） 未処理の培養細胞から調製した膜画分と18:0Acyl-CoA、2-アシル型LPC
（18:1）優位な基質を反応させ生成した36:1 PCをLC-MSで定量した。膜画分中に存在
する36:1PC（反応-サンプル）を1とした時の相対量で示した。
（B）培養細胞の内在性活性で産生された36:1 PCを in vitroでPLA2処理して生成する
LPC分子種をLC-MSにより定量してその比率で表した。
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Figure 18 各種LPLATの発現抑制時のsn-1位アシル化LPLAT活性の評価
HEK293A細胞あるいはHeLa細胞において各種LPLAT分子に対するsiRNA導入48時間後
に膜画分を調製して2-アシルリゾリン脂質を基質としたLPLAT 活性評価を行なった。
それぞれの群の活性はnegative control siRNAで処理した群の活性を100%とした時の
相対値で示した。（A）2-アシル型18:1 LPCと18:0 Acyl-CoAに対する
HEK293A/HeLa細胞の膜画分の活性（B） 2-アシル型18:1 LPCと13C16-16:0 Acyl-
CoAに対するHEK293Aの膜画分の活性（C） 2-アシル型Soy LPI（18:2優位）と16:0 
Acyl-CoAに対するHEK293Aの膜画分の活性 （3 data point mean+SD ）
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Figure 19 LPGAT1過剰発現膜画分の活性
HEK293A細胞においてLPGAT1を過剰発現させ、遺伝子導入24時間後の細胞で膜画分を
調製した。調製した膜画分と18:0 Acyl-CoAを2- アシル型優位18:1 LPG条件
（Condition1）あるいは1- アシル型優位18:1 LPG条件（Condition2）でLPLAT反応を行
い、反応産物の36:1 PGをLC-MSで定量した。また反応産物の36:1 PG をPLA2処理して生
じたLPG分子種をLC-MSで解析した。（A）LPGAT1過剰発現膜画分における36:1PG形成
活性 （mockは空ベクター導入群の活性）（B）PLA2処理後のLPG分子種レベル
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Table2 LPGAT/LCLAT1/LPCAT1過剰発現膜画分のLPLAT活性
基質のリゾリン脂質としては2-アシル型優位と1-アシル型優位な条件を比較
極性頭部の種類はLPC、LPE、LPI、LPG、LPS、LPA（LPIのみSoy（18:2優位）他は18:1）
Acyl-CoAは18:0 CoAと16:0 CoA を使用した。
LPLAT活性の強さをカラースケールでまとめた。
○は十分な活性が検出されることを示し、Xは活性が検出されなかったことを示す。
1型と2型は1-アシル型と2-アシル型での活性の強さの違いを表す。
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Figure 20 LPGAT1のリゾリン脂質の脂肪酸鎖選択性
異なる脂肪酸鎖有するLPC（2-アシル型優位条件） を基質としてLPGAT過剰発現膜画分と
反応させ、生成産物をLC-MSで定量した。mockは空ベクターを導入した群の活性を示す。
（A）18:0Acyl-CoAを使用した時の産物（B） 16:0Acyl-CoAを使用した時の産物
（3 data point mean+SD ）
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Figure 21 LPGAT1のAcyl-CoA選択性
2-アシル型優位18:1 LPCと 様々なAcyl-CoAを基質としてLPGAT過剰発現膜画分と反応
させ、生成産物をLC-MSで定量した。mockは空ベクターを導入した群の活性を示す。
（A）それぞれのAcyl-CoAを単独で添加した時の活性（B）全てのAcyl-CoAを混合して
競合させた時の活性（3 data point mean+SD ）
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Figure 22 内在性活性におけるLPGAT1の寄与
HeLa細胞においてsiRNAによりLPGAT1を発現抑制し、48時間後に膜画分を調製して
様々な極性頭部の2-アシル優位リゾリン脂質（18:1、LPIのみSoyLPI/18:2優位）
と18:0 Acyl-CoAを反応させ、生成産物をLC-MSで定量した。
Negative control群の生成活性を100%とした時の相対的な活性で示した。
（3 data point mean+SD ）
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Figure 23 LPGAT1過剰発現細胞のPC分子種レベル
HEK293A細胞においてLPGAT1を遺伝子導入し、導入24時間後に脂質を回収して
LC-MS解析した。各PC分子種に関してmock群（空ベクター導入群）のレベルを100%
とした時の相対値で表した。（3 data point mean+SD ）
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Figure 24 LPGAT1発現抑制時におけるリン脂質分子種解析
培養細胞（ここではHeLa細胞の代表データを示す）においてLPGAT1に対するsiRNAを
導入し、導入48時間後に脂質を回収してLC-MS解析によりリン脂質レベルを解析した。
各リン脂質分子種においてNegative control siRNA群のレベルを100%とした時の相対
値で表した。（3 data point mean+SD ）
（A）LPGAT1発現抑制時のPC分子種レベル（B）LPGAT1発現抑制時の各極性頭部を有
する36:1脂肪酸分子種レベル
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Figure 25 LPGAT1の細胞内局在
HeLa細胞においてFLAF-LPGAT1並びにDsRed2-ER発現ベクターを導入。導入24時間後
にmitotracker deep red でミトコンドリアを染色し、細胞を固定してFLAGに対する免
疫染色を行なった。撮影は共焦点顕微鏡で行なった。
DsRed2-ERmitotracker deep red 
（Mitochondria）
FLAG-LPGAT1
Merge
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Figure 26 LPGAT1発現抑制時のミトコンドリア形態
HeLa細胞においてsiRNAによりLPGAT1を発現抑制し、48時間後にMitoTracker Red 
CMXRosでミトコンドリアを染色し、固定後共焦点顕微鏡でミトコンドリアを観察した。
（A）代表的なミトコンドリアの染色像 青の部分は拡大図
（B）ミトコンドリアの形態ごとに細胞の数をカウントして定量（5視野 mena+SD）
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Figure 27 LPGAT1発現抑制時のミトコンドリアの電子顕微鏡解析
COS-1細胞においてsiRNAによりLPGAT1を発現抑制し、48時間後に固定処理を行い、
透過型電子顕微鏡にて撮影を行なった。
（A）Negative control siRNA処理（B）LPGAT1 siRNA処理
（A）Negative control siRNA （B）LPGAT1 siRNA処理
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Figure 28 LPGAT1発現抑制時の分裂因子Drp1の解析
HeLa細胞（A,B）、COS-1細胞（C）においてsiRNAによりLPGAT1を発現抑制し、
48時間後にミトコンドリアを染色し、固定後Drp1に対する免疫染色を行なった
サンプルを共焦点顕微鏡で観察した。（A）Negative control siRNA処理
（B）LPGAT1 siRNA処理（C）COS-1細胞におけるDrp1の蛍光シグナルの定量
1細胞ごとにのDrp1の蛍光強度を定量化してプロットした。（N=36）
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Figure 29 ステアリン酸含有リン脂質によるミトコンドリア形態変化
HeLa細胞においてsiRNAによりLPGAT1を発現抑制し、48時間後にミトコンドリアを染色し、
36:1PC/PEリポソーム-シクロデキストリンで5時間 37℃で処理した。
一部の細胞からは脂質を回収してLC-MSによるリン脂質分子種量を定量した。
また一部の細胞は固定してTom20に対する免疫染色を行い、ミトコンドリアを可視化して
共焦点顕微鏡で観察した。
（A）シクロデキストリン-PC/PEリポソーム添加した細胞の36:1PC/PE量
（B）LPGAT1 siRNA条件で0uMのシクロデキストリンのみ添加した細胞のミトコンドリア
（C） LPGAT1 siRNA条件で50uMのシクロデキストリン-PC/PEリポソーム添加した細胞のミ
トコンドリア
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Figure 30 LPGAT1欠損マウスの解析
（A）マウスLPGAT1の第3エキソン周辺配列
青色 : 第３エキソン、水色 : CRISPRのターゲットサイト、赤色 : 欠失配列、紫色 : 残存配列
（B）ジェノタイピングの代表例 LPGAT1ヘテロ欠損マウス同士の交配により生まれた
8匹の仔マウスのゲノムを鋳型にPCRを行った。
（C）LPGAT1ヘテロ（HT）欠損マウス同士の交配産仔マウスの数（8週齢時）と
LPGAT1欠損マウス（ 6週齢 ♀ ）の外観（D）LPGAT1欠損マウスの体重（7-8週齢）
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Figure 31 LPGAT1欠損マウス血清中におけるホスファチジルコリン
（PC）分子種解析
各ジェノタイプを有する7-8週齢マウスにおいて採血を行い、調製した血清中の
ホスファチジルコリン（PC）分子種をLC-MSを用いて測定した。WTの各分子種の
PCレベルを100%とした時の相対値で表した。（WT		n=14、HT		n=32、KO		n=6）
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Figure 32 sn-1位脂肪酸リモデリング機構の阻害とミトコンドリア形態
HeLa細胞においてiPLA1γに対するsiRNAを導入後48時間後にミトコンドリアを染色し
て観察。またはミトコンドリアを染色後にTriacsin C 5uM 1時間もしくはCI-976 10uM 
1時間処理後の細胞を観察した。
iPLA1γ（DDHD2）
発現抑制 Triacsin C処理 CI-976処理
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学の面白さを教えて頂いただき、自分の研究人生においても大きな影響を受けました。
また様々なご指導を頂き、深く感謝しております。井上准教授には研究を始めた当初、
細やかなご指導頂き、研究に対する考え方の根幹を叩き込んで頂き、本当に感謝してお
ります。可野助教には質量分析計の維持や細やかな点に関してご指導頂き、学生目線に
近い形で助けて頂きました。ありがとうございました。 
	 リゾリン脂質アシルトランスフェラーゼの解析において国立国際医療研究センターの
清水孝雄先生、進藤英雄先生には発現ベクターの供与並びにリゾリン脂質アシルトラン
スフェラーゼの活性測定に関して様々なご指導を頂きました。先生方のご指導なしには
本研究の遂行は困難であったと思われます。心より御礼申し上げます。 
	 脂質の LC-MS 解析に関して様々なアドバイスをしてくださいました東北メディカル
メガバンクの三枝先生、秋田大学の中西先生に御礼申し上げます。また、電子顕微鏡解
析を頂いた福島医大の和栗先生、ミトコンドリアの解析を頂いた大阪大の石原先生に感
謝申し上げます。 
	 実験室で研究を補佐して頂いた菅村さん、佐藤さん、針生さん、宮本さん、井上さん
の各補佐員の皆様に感謝申し上げます。また、上水研究員には先輩として研究のみなら
ず私生活など様々な点で相談や雑談にお付き合い頂き、大変感謝しております。特に D3
の大変な時期に上水研究員がラボに戻ってこられて自分はとても幸運でした。ありがと
うございました。研究生活を共にした同期の木瀬君、王さんからは様々な刺激を頂きま
した。M1 の頃のセミナー・コロキウムで切磋琢磨した姿が思い出されます。 
ありがとうございました。 
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また研究に対してアドバイス頂いた分子細胞生化学分野の皆様に深く感謝申し上げます。
特に深見くんをはじめとした後輩のみなさんには実験や雑談に付き合って頂き、感謝の
念でいっぱいです。一言付け加えるとこれからラボの研究を牽引する博士課程の岸くん、
川上くん、岡里くんには強いリーダーシップを持ってラボを引っ張ってくれることを期
待しています。特にリン脂質研究を牽引する柴田くんには大きく成長した姿を見せてく
れることを期待します。 
	 最後に研究生活を行う上で遠く離れた仙台の地で自由に学生生活を送れるように経済
的支援や様々な支援をして支えて頂いた両親並びに祖母に心より感謝いたします。 
